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Resumen
Inhibidor-X de la apoptosis (XIAP) actu´a como inhibidor de apoptosis celular por su alta
selectividad con la caspasa 9, la cual activa de forma autocatal´ıtica las caspasas 3 y 7 para
producir muerte celular. Alanina-Valina-Prolina-Isoleucina (AVPI) se une a XIAP-Dominios
repetidos IAP de baculovirus (BIR3) inhibiendo su selectividad dirigida a la caspasa 9. Es-
tudios recientes demostraron la actividad del compuesto embelina como potente inhibidor de
XIAP, convirtie´ndose en un blanco de estudio los ligantes de bajo peso molecular extra´ıdos
de compuestos naturales utilizados en medicina tradicional, hacia el disen˜o de fa´rmacos pa-
ra el tratamiento de ca´ncer. En el presente trabajo se estudiaron ligantes extra´ıdos de las
plantas Piper gibbilimbum y Anarcadium occidentale, a trave´s del acoplamiento molecular
utilizando el programa autodock4.2. Se encontro´ afinidad de todos los ligantes con el sitio
activo del dominio BIR3 de XIAP. Igualmente se determino´ que los complejos encontrados
tienen entre el 90 % y el 100 % de las interacciones en relacio´n con embelina. En el estudio
se predijo el orden de los mejores complejos ligante-receptor por medio de una evaluacio´n de
la energ´ıa libre de enlace y la constante de inhibicio´n calculadas computacionalmente.
Palabras clave: XIAP, dominio BIR3, apoptosis celular, ca´ncer, DIFAC,
meca´nica molecular, acoplamiento molecular.
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Abstract
X-Linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP) acts as a cellular apoptosis inhibitor due
to its high selectivity to caspase 9. This caspase activates caspases 3 and 7 in an auto-
catalytic way to produce cellular death. Alanine-Valine-Proline-Isoleucine (AVPI) join XIAP-
Baculovirus Inhibitor of apoptosis (BIR3) protein Repeat to inhibit selectivity to caspase
9. Recent studies evidence embelin as a powerful XIAP inhibitor. Embelin is a target in
the study of low molecular mass ligands extracted from natural products, which has been
used in traditional medicine. Embelin also is used as a reference compound in anti-cancer
pharmaceutical products design. In this work, ligands extracted from Pipper gibbilimbum
and Anarcadium occidentale were studied using molecular docking, with the autodock4.2
software package. The affinity between all the studied ligands and the BIR3 domain’s active
site BIR3 in XIAP was found. Also, was found that interactions in studied complexes have
coincidence between 90 and 100 % with interactions embelin-XIAP-BIR3. Using binding free
energy and inhibition constants, better ligand-receptor complexes were predicted.
Key words: XIAP, Cellular apoptosis, cancer, molecular coupling.
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1. Introduccio´n
La apoptosis es la muerte celular programada determinada por diversos cambios mor-
folo´gicos y bioqu´ımicos, la cual es regulada por est´ımulos nocivos y citoprotectores. La apop-
tosis celular se ve interrumpida por la familia de prote´ınas IAPs, porque ellas presentan alta
selectividad con las caspasas efectoras de apoptosis. Dentro de esta familia se destaca XIAP
ya que presenta selectividad con las caspasas efectoras 3, 7 y la caspasa iniciadora 9, inhi-
biendo la apoptosis celular [1].
Cuando se inhibe la apoptosis celular, se pueden originar tumores los cuales pueden
ser cancerosas [2]. A nivel mundial, el ca´ncer es la enfermedad con mayor porcentaje de
muertes, con 8,8 millones de muertes al an˜o 2015; las estad´ısticas demuestran que de cada
6 personas que mueren una ten´ıa ca´ncer [3]. Cerca del 70 % de las muertes por ca´ncer se
registran en pa´ıses de ingresos medios y bajos. El impacto econo´mico asociado al ca´ncer en
el 2010 ascendio´ a 1,16 billones de do´lares [3]. Segu´n las u´ltimas cifras de la Organizacio´n
Mundial de la Salud (OMS), anualmente 14 millones de personas reciben un diagno´stico de
ca´ncer y se pronostica un aumento de 19 millones de personas con diagno´stico de ca´ncer
para el an˜o 2024 [3]. En el plan de accio´n mundial 2013-2020 para la prevencio´n y el control
de las enfermedades no transmisibles, se contempla generar nuevos conocimientos y divulgar
los existentes, con el fin de facilitar la aplicacio´n de me´todos para el tratamiento del ca´ncer
con soportes cient´ıficos [4].
Por otra parte, el ana´lisis integral del costo de proyectos para la elaboracio´n de nuevos
fa´rmacos muestra que el valor promedio por el desarrollo de un fa´rmaco es de 802 millones de
do´lares; una vez el proyecto es puesto en marcha, la inversio´n se incrementa aproximadamente
a 900 millones de do´lares [5]. Para disminuir los costos del desarrollo de medicamentos nuevos,
se ha venido trabajando la qu´ımica combinatoria, en donde se involucra el estudio in-silico
y de esta manera se han logrado reducir los costos hasta en un 50 %, dado que se realiza una
clasificacio´n de compuestos que se tienen como candidatos en dicho proyecto, disminuyendo
los experimentos in-vitro y aumentando su eficiencia [6].
Actualmente se estudia el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP, ya que en su proceso
natural la prote´ına Smac/DIABLO a trave´s de los cuatro residuos aminoa´cidos terminales
(AVPI) inhibe el efecto selectivo de esta prote´ına con las caspasas efectoras y activadoras de la
muerte celular programada [1]. A su vez se han hecho investigaciones previas donde se reporta
la actividad del ligante no pept´ıdico con estructura de nu´cleo alquilfenol; como es el estudio
de la embelina con el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP, donde se observo´ que la embelina
conduce a la apoptosis celular [6]. Bajo este mismo criterio se han desarrollado trabajos de
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acoplamiento molecular para encontrar una relacio´n estructura-actividad, tomando ligantes
con nu´cleo estructural de caracter´ıstica alquilfenolica, y se concluye que efectivamente existe
afinidad de este tipo de estructuras con el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP [7]. Por esta
razo´n y por ser un me´todo econo´mico se opta por hacer el estudio del acoplamiento molecular,
con estructuras obtenidas de productos naturales con similitud estructural a la embelina.
El objetivo del presente trabajo es realizar el acoplamiento molecular del dominio BIR3
de la prote´ına XIAP con 15 ligantes con estructura nu´cleo de alquilfenoles, cuya estructura
esta´ comprendida de una cadena carbonada larga alifa´tica y un anillo aroma´tico con un
OH– feno´lico (a´cido). Los ligantes se nombraron en el presente documento del nu´mero 1 al
15 precedidos de la letra C. De este modo los ligantes de C1 a C4 tienen cadenas de 8 y 10
carbonos con doble enlace en el carbono 4 o en el carbono 3 de la cadena ramificada. Estos
ligantes se extraen de la planta P. gibbilimbum [8] y los ligantes de C5 a C15 son estructuras
de a´cido anaca´rdico y ba´sicamente son estructuras con un a´cido salic´ılico sustituido por
cadenas carbonadas de 12 y 24 carbonos, con dobles enlaces en los carbonos 8, 10 y 12 de las
ramificaciones. C14 y C15 tienen sustituciones con nitro´geno. Estos 11 u´ltimos se extraen
de la planta A. occidentale [2]. De esta manera, este acoplamiento molecular se hace con el
fin de conocer teo´ricamente la actividad inhibidora de cada ligante con el dominio BIR3 de
la prote´ına XIAP [9].
El presente manuscrito esta´ organizado por cap´ıtulos, secciones y sub-secciones para un
mejor entendimiento de la descripcio´n del mismo. En el cap´ıtulo dos del presente documento
se contextualizan los aspectos bioqu´ımicos y los aspectos computacionales esenciales para el
desarrollo de esta investigacio´n. En el tercer cap´ıtulo se resumen los objetivos del estudio. En
el cuarto cap´ıtulo se realiza una descripcio´n de la metodolog´ıa empleada para el desarrollo
del estudio de acoplamiento y los diferentes para´metros con los cuales se realizo´ el presente
estudio. En el cap´ıtulo cinco se muestran los resultados y los ana´lisis de ellos. Por u´ltimo, en
el cap´ıtulo sexto se muestran las conclusiones y recomendaciones basadas en los resultados
de esta investigacio´n.
2. Antecedentes
En este cap´ıtulo se describen los aspectos bioqu´ımicos y los aspectos computacionales
fundamentales para realizar el modelamiento molecular de los 15 ligantes objeto de estudio
con XIAP-BIR3.
2.1. Aspectos bioqu´ımicos
La importancia de utilizar compuestos naturales para simular el efecto anti-apopto´tico
se debe a que durante los an˜os de 1981 a 2002, el 75 % de los medicamentos suministrados
para tratar el ca´ncer y algunas enfermedades infecciosas, eran provenientes de productos
naturales. Gracias a los estudios que involucran estructuras extra´ıdas de productos naturales,
en los u´ltimos 70 an˜os se aprobaron alrededor de 131 medicamentos en relacio´n a extractos
de productos naturales. De los cuales entre los an˜os 2002 y 2005, fueron incluidos en el
mercado 23 medicinas nuevas y entre los an˜os 2007 y 2008, surgieron 16 medicamentos cuyos
principios activos fueron aislados de productos naturales [10].
Actualmente algunos compuestos naturales con nu´cleo quinona se encuentran en di-
ferentes fases de estudio para el tratamiento de ca´ncer, unos de estos compuestos son la
β-lapachona (figura 2-1 a) aislada del a´rbol de lapacho (Tabebuia avellanedae, de la fa-
milia Bignoniaceae), la embelina (figura 2-1 b) de la especie Embelia ribes (de la familia
Myrsinoideae) utilizada ampliamente en la medicina tradicional china, y la timoquinona (fi-
gura 2-1 c) de la especie Nigella sativa (familia Ranunculaceae). Otros compuestos de gran
intere´s por su simplicidad estructural y gran actividad frente a distintos tipos de ca´ncer con
baja toxicidad, son la piperina (figura 2-1 d), el dilapiol (figura 2-1 e), y la piperlongumina
(figura 2-1 f). Estos compuestos son obtenidos de diversas clases de plantas del ge´nero Piper
(familia Piperaceae) y han demostrado un gran potencial para inducir apoptosis celular [10].
Se ha demostrado que la embelina presenta una actividad antagonista sobre el dominio BIR3
de la prote´ına XIAP [10].
2.1.1. Apoptosis o muerte celular programada
La fase de alteracio´n de las ce´lulas normales a ce´lulas cancerosas, se presenta por la
carencia de apoptosis o muerte celular programada [11]. La apoptosis es una forma de muerte
celular determinanda por diversos cambios morfolo´gicos, los cuales contienen condensacio´n de
la cromatina, pliegues en la membrana plasma´tica, fragmentacio´n nuclear, desensamble del
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(a) β-Lapachona (b) Embelina (c) Timoquino-
na
(d) Piperina (e) Dilapiol (f) Piperlongumina
Figura 2-1.: Estructuras de los compuestos anticancer´ıgenos aislados de plantas medicina-
les. Estos compuestos actualmente esta´n en diferentes fases de estudio cl´ıni-
co [10].
citoesqueleto y concentracio´n celular. La apoptosis se efectu´a por activacio´n de las caspasas,
estas son enzimas que contienen residuos de ciste´ına-aspartil. Las caspasas residen en ce´lulas
sanas y son programadoras y ejecutoras de apoptosis celular [12]. Las caspasas cumplen un
proceso interno autorregulado de exterminacio´n de sus prote´ınas, citoesqueleto, organelos,
membrana nuclear y ADN. Este material es agrupado en un cuerpo apopto´ticos que despue´s
es eliminado por fagocitosis [7], [10], [11]. La apoptosis celular se da por dos v´ıas apopto´ticas
esenciales, “intr´ınsecas” y “extr´ınsecas”, que dependen u´nicamente del origen del est´ımulo
de muerte celular [12].
V´ıa de muerte celular intr´ınseca
La muerte celular v´ıa intr´ınseca (figura 2-2), es producida por varios est´ımulos realiza-
dos al interior de la ce´lula, como son el dan˜o en el ADN y la activacio´n de oncogenes. La v´ıa
intr´ınseca es influenciada a partir de la mitocondria, que libera las prote´ınas proapopto´ti-
cas en respuesta a los est´ımulos apopto´ticos. Libera´ndose en el citoplasma las prote´ınas:
citocromo C, Smac/DIABLO, AIF, EndoG, y Omi/HTRA2 [1], [10].
El Citocromo C se considera la prote´ına ma´s importante, ya que favorece la formacio´n
del apoptosoma para que se active de un modo autocatal´ıco la caspasa 9, iniciadora de la
caspasa 3 que es efectora de apoptosis celular [1], [10].
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Figura 2-2.: Activacio´n de la apoptosis por v´ıa intr´ınseca: Representa la activacio´n a trave´s
de la membrana mitocondrial, donde la caspasa activadora 9 por v´ıa autoca-
tal´ıtica activa a las caspasa efectoras de muerte celular 3 y 7. XIAP inhibe a
caspa 9 a trave´s del dominio BIR3 bloqueando el proceso de muerte celular
programada.
V´ıa de muerte celular extr´ınseca
La muerte celular v´ıa extr´ınseca (figura 2-3) es producida por la activacio´n de los
receptores Fas o TNF, mediante la unio´n ligante-receptor. Las uniones ma´s conocidas se
dan entre: FasL-FasR, TNF-α-TNTR1. Con la formacio´n del complejo ligante-receptor, se
permite la activacio´n de FADD, el cual esta´ unido a la procaspasa 8 y desencadena la
activacio´n de la caspasa 8 con el propo´sito de activar las caspas 3 y 7, las cuales ejecutan la
muerte celular [7], [10], [13].
2.1.2. Prote´ınas antiapopto´ticas
La muerte celular v´ıa intr´ınseca y extr´ınseca se ve interrumpida por las prote´ınas inhi-
bidoras de apoptosis (IAP), debido a su alta selectividad con las caspasas [1].
IAPs son prote´ınas con longitudes entre 236 y 4829 residuos de aminoa´cidos. Adema´s, la
familia de IAPs tiene de 1 a 3 dominios BIR de 70 aminoa´cidos [13]. La familia de prote´ınas
IAPs esta´ en todos los seres vivos. En los seres humanos se expresan 8 prote´ınas, (Apollon,
cIAP1, cIAP2, XIAP, NAIP, Survivin, Livin y ILP-2) [7], pero en efecto XIAP es considerada
como el inhibidor que ma´s influye, por presentar dominio de dedos RING [14], con dos efectos
inhibidores de apoptosis debido a que su selectividad es dirigida hacia las caspasas 3 y 7 en
el dominio BIR2 y en la caspasa 9 en el dominio BIR3 [15]. Al dominio BIR1 no se le conoce
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Figura 2-3.: Activacio´n de la apoptosis por v´ıa extr´ınseca: Representa la activacio´n del
receptor Fas/TNF, formando el complejo ligante receptor FADD que activa a
caspasa 8 para que inicie el proceso de muerte celular.
una funcio´n espec´ıfica [13].
La prote´ına antiapopto´tica XIAP debe estar controlada. El efecto antiapoptotico se logra
gracias a que la mitocondria libera la prote´ına Smac/DIABLO [1], la cual es un antagonista
endo´geno de la prote´ına XIAP. Smac/DIABLO se une a trave´s del extremo amino terminal
de la secuencia del tetrape´ptido AVPI a los dominios BIR3 y BIR2 de la prote´ına XIAP.
Y de esta manera neutraliza el efecto inhibitorio sobre la caspasa 9 y las caspasas 3 y 7.
Induciendo la apoptosis celular [12] (figura 2-2).
2.2. Ligantes objeto de estudio
La evaluacio´n de los quince ligantes se efectuo´ para predecir la forma de unio´n ma´s
estable con el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP. Tal que, se puedan proponer o descartar
para ensayos experimentales.
Cuatro de estos ligantes pertenecen a extractos alquilfenoles de la planta Piper gibbilim-
bum, utilizada en la medicina tradicional en Papu´a (Nueva Guinea). Las hojas se usan como
antise´ptico, y el jugo de la corteza es utilizado para tratar el ca´ncer [8]. Estos cuatro ligantes
estara´n identificados como C1 a C4 (figura 2-4). Por otra parte los once ligantes restantes
provienen naturalmente de la ca´scara de nuez de Anarcadium occidentale. Explorados en
medicina alternativa de la India por su alto efecto medicinal, ya que se dice que el jugo de
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frutas y el aceite de ca´scara de nuez son remedios populares para tratar el ca´ncer [2]. Estos
once ligantes estara´n identificados como C5 a C15 (figura 2-5).
(a) C1. 4-(4-decenil)fenol (b) C2. 4-(3-decenil)fenol (c) C3. 4-(4-octenil)fenol
(d) C4. 4-(3-octenil)fenol
Figura 2-4.: Estructuras de los ligantes extra´ıdos de la planta Piper gibbilimbum, los cuales
son usados en la medicina tradicional de la India para tratar el ca´ncer en Papu´a
(Nueva Guinea) [8].
2.2.1. Estados de protonacio´n
La presencia de hidro´genos a´cidos e hidro´genos ba´sicos permite obtener varios estados
de ionizacio´n y tauto´meros. De esta manera se pueden tener mole´culas protonadas o no-
protonadas en una reaccio´n qu´ımica. Las formas ionizadas de la mole´cula dependen del pH,
la temperatura y la actividad io´nica [16].
Este proceso permite conocer el pKa a trave´s de la ecuacio´n (2-1).
pKa = pH + log10Ka. (2-1)
Por otra parte, al realizar el acoplamiento molecular, los estados de protonacio´n de los
ligantes afectara´n las predicciones conformacionales de la mole´cula, as´ı como las predicciones
del modo de unio´n y afinidades basadas en las interacciones ligante-prote´ına [17]. Por esta
razo´n los ligantes objeto de estudio se presentan en el documento en su forma protonada o
desprotonada a pH 7 (figuras 2-4 y 2-5).
2.3. Aspectos computacionales
En esta seccio´n se describe la qu´ımica computacional con enfas´ıs en los conceptos de
meca´nica molecular, disen˜o de fa´rmacos asistido por computadora (DiFAC), acoplamiento
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(a) C5. A´cido 2-hidroxi-6-
pentadecilbenzoico
(b) C6. 5-(8-pentadecenil)-
1, 3-bencenodiol
(c) C7. 3-(8, 10-
pentadecadienil) fenol
(d) C8. 2-metil-cardol (e) C9. A´cido 2-hidroxi-6-
(8, 10, 12-pentadecatrienil)
benzoico
(f) C10. A´cido 2-hidroxi-6-
(8, 10-pentadecadienil) ben-
zoico
(g) C11. A´cido 2-hidroxi-6-
(8-pentadecenil) benzoico
(h) C12. A´cido 2-hidroxi-6-
dodecilbenzoico
(i) C13. A´cido 2-hidroxi-6-
(7-dodecenil) benzoico
(j) C14. 2-isopropoxi-6-
pentadecilo-N-piridin-4-
ibenzamida
(k) C15. 2-etoxi-
N-(3-nitrofenil-6-
pentadecibenzaamida)
Figura 2-5.: Estructuras de los ligantes extra´ıdos de la planta Anarcadium occidentale. Usa-
dos en la medicina tradicional de la India para tratar el ca´ncer [2].
molecular, el paquete autodock4.2 [18] utilizado para realizar el acoplamiento molecular de
los diferentes ligantes con el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP, y finalmente se describe la
te´cnica utilizada para la validacio´n del me´todo, denominada redocking.
2.3.1. Qu´ımica computacional
La qu´ımica computacional utiliza ecuaciones matema´ticas descritas en la qu´ımica teo´ri-
ca, mediante un ordenador creando algoritmos que permitan su desarrollo ya que las ecua-
ciones planteadas son de alta complejidad con el fin de realizar simulaciones que permitan
explicar la qu´ımica a trave´s de feno´menos de la realidad f´ısica. Por medio de la qu´ımica
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computacional es posible calcular propiedades como arreglos geome´tricos de los a´tomos per-
tenecientes a mole´culas estables y estados de transicio´n, energ´ıas relativas, momento dipolar,
polarizacio´n, propiedades espectrosco´picas, propiedades termoqu´ımicas, mecanismos de reac-
cio´n, etc. Estas propiedades son estudiadas por los fundamentos de qu´ımica cua´ntica y la
meca´nica molecular. En este documento nos centraremos en la meca´nica molecular.
2.3.2. Meca´nica molecular (MM)
La meca´nica molecular es un me´todo basado en las leyes de la meca´nica cla´sica [19],
es decir las leyes de movimiento introducidas por Isaac Newton en el siglo XVII [20]. En la
meca´nica molecular la mole´cula es tratada como un conjunto de a´tomos dotados de masa
y carga, unidos por enlaces y cuyas interacciones se dan por fuerzas armo´nicas o ela´sti-
cas [21], [22]. Este me´todo forma una expresio´n para la energ´ıa potencial en funcio´n de las
posiciones de cada a´tomo. En la minimizacio´n de esta funcio´n se obtienen geometr´ıas en
equilibrio y energ´ıas relativas [21].
Para los ca´lculos de modelamiento molecular se usa un campo de fuerza, que abarca un
conjunto de funciones energe´ticas potenciales, que describen todos los enlaces y las interac-
ciones intermoleculares de los a´tomos de una mole´cula poliato´mica y una serie de para´metros
que proporcionan valores nume´ricos para las constantes en estas funciones [21]. En un campo
de fuerza representativo, la energ´ıa potencial total (V ) de la mole´cula (ecuacio´n(2-2)) es la
suma de la contribucio´n de la energ´ıa de alargamiento de enlace (V alarg), deformacio´n de
a´ngulo de enlace (V def ), deformacio´n fuera del plano (V oop), rotacio´n interna alrededor de
un enlace o torsio´n (V tor), interacciones entre estas clases de movimientos (V cruz), atraccio-
nes y repulsiones de Van der Waals (V vdw) entre los a´tomos no enlazados, e interacciones
electrosta´ticas entre los a´tomos (ya sea entre dipolos de enlace o entre cargas puntuales)
(V elec) (figura 2-6) [19], [21].
V = V alarg + V def + V oop + V tor + V cruz + V vdw + V elec (2-2)
En meca´nica molecular los campos de fuerza son un conjunto de criterios y ecuaciones
que realizan simulaciones. Donde se utiliza un co´digo espec´ıfico para cada campo de fuerza en
particular segu´n el tipo de a´tomo, bajo los para´metros del nu´mero ato´mico, carga y ambiente
molecular, para campos de fuerza en compuestos orga´nicos existen entre 50 a 70 tipos de
a´tomos [19]. La calidad del campo de fuerza depende de los para´metros y las funciones que
describen la energ´ıa potencial total [19].
Para realizar ca´lculos de meca´nica molecular es necesario especificar las coordenadas
ato´micas iniciales y la conectividad de cada a´tomo de la mole´cula, para que se asigne el co´digo
correcto a cada a´tomo, y de esta manera obtener la expresio´n matema´tica bien constituida
a trave´s de los para´metros correctamente establecidos [19].
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Figura 2-6.: Contribuciones a la energ´ıa potencial. No se tiene una representacio´n de las
interacciones V cruz ya que este te´rmino se debe a las interacciones entre V alarg,
V def , V oop y movimientos de V tor [19].
2.3.3. Campo de fuerza universal (UFF)
Este es un campo de fuerza cla´sico, que estima la energ´ıa potencial de un sistema.
Donde se evalu´an las fuerzas de interaccio´n entre todos los a´tomos de la mole´cula. UFF no
es reactivo, es decir que las propiedades como; taman˜o o forma de las mole´culas simuladas
se considera fija. Al ser UFF un campo de fuerza no reactivo se permiten pequen˜os cambios
geome´tricos en el sistema, pero se prohibe la ruptura o creacio´n de enlaces covalentes [23].
2.3.4. Disen˜o de fa´rmacos asistido por computadora (DiFAC)
Los me´todos computacionales DiFAC fueron desarrollados en la de´cada de los sesenta en
el siglo XX. Gracias a los estudios de Corwin Hansch quien comenzo´ el me´todo de relaciones
cuantitativas estructura-actividad (QSAR), a trave´s de gra´ficas moleculares desarrolladas
por una computadora, y de esta manera se indujo a que se realicen predicciones en 3D
mediante modelamiento molecular. A mediados de los an˜os ochenta se incremento´ el uso y
el desarrollo de programas que permiten realizar modelamiento molecular [24].
Desde esa e´poca se han incluido en el disen˜o de fa´rmacos los estudios DiFAC, tomando
as´ı mucha importancia en la industria farmace´utica, universidades y centros de investiga-
cio´n, debido al nu´mero de aplicaciones exitosas para el desarrollo de medicamentos. Este
procedimiento tiene como objetivos el disen˜o, optimizacio´n y seleccio´n de compuestos con
actividad biolo´gica [25].
Para el disen˜o de fa´rmacos asistido por computadora se tienen en cuenta dos estrategias:
disen˜o basado en la estructura del ligante y disen˜o basado en la estructura del receptor. As´ı la
eleccio´n del me´todo a utilizar se basa en si se conoce la estructura del ligante o la del receptor.
Cuando se desconoce la estructura de ambas se debe obtener informacio´n experimental [24].
DiFAC realiza ca´lculos ra´pidos, pero toma mucho tiempo el ana´lisis e interpretacio´n de
datos [24].
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2.3.5. Acoplamiento molecular
El propo´sito del acoplamiento molecular es encontrar el modo de unio´n ma´s estable de
un ligante a un receptor [7]. En el acoplamiento molecular son determinantes las etapas de
“bu´squeda” y de “evaluacio´n”. En la etapa de bu´squeda, el ligante explora el espacio de
conformacio´n y orientacio´n ma´s estable dentro del receptor. La evaluacio´n toma lugar a los
valores nume´ricos asignados en la etapa de bu´squeda, la mejor evaluacio´n representa el modo
de unio´n ma´s probable (figura 2-7) [24].
Figura 2-7.: Representacio´n del modo de unio´n ligante-receptor.
Con estas etapas podemos diferenciar las conformaciones y posiciones de unio´n del li-
gante con el receptor. Para ello es necesario usar un campo de fuerza apropiado y confiable
para determinar los mı´nimos sobre la hipersupeficie de energ´ıa potencial, es decir, el equi-
librio de fuerzas de cada a´tomo, usando un algoritmo para el espacio conformacional. Este
algoritmo de minimizacio´n localiza mı´nimos de energ´ıa local en la superficie de la energ´ıa
potencial [21].
En la evaluacio´n de la energ´ıa potencial que efectu´a el campo de fuerza en la interaccio´n
ligante-receptor, se relaciona la constante de inhibicio´n (Ki) con la energ´ıa libre de Gibbs
como se muestra en la ecuacio´n (2-3), en donde ∆G es la diferencia de la energ´ıa libre de
Gibbs, ∆H es la diferencia de entalp´ıa, T es la temperatura absoluta, ∆S es la diferencia
de entrop´ıa, R es la constante de los gases ideales y Ki es la constante de inhibicio´n [7].
La mejor evaluacio´n corresponde al ∆G ma´s negativo (energ´ıa libre de unio´n calculada en
meca´nica molecular) y el valor ma´s negativo obtenido va a ser la mejor representacio´n del
modo de unio´n ma´s probable [7]. Ya que el cambio en la energ´ıa libre de Gibbs determina si
la reaccio´n es espontanea (∆G es negativa) o s´ı es no espontanea (∆G es positiva) [26].
∆G = ∆H − T∆S = −RT lnKi (2-3)
En el acoplamiento molecular, se evalu´a la capacidad de inhibicio´n enzima´tica, debido
a que las enfermedades son tratadas en terapia cl´ınica en su mayor´ıa por inhibicio´n de la
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actividad enzima´tica. De esta manera se expresa la constante de equilibrio en la disociacio´n
del complejo enzima-inhibidor como Ki, y posteriormente se relaciona ∆G con la constante
de inhibicio´n Ki en la ecuacio´n (2-3)[27].
En el desarrollo de medicamentos, el acoplamiento molecular es muy utilizado. Ya que se
pueden realizar ca´lculos ra´pidos y se obtiene informacio´n de la prediccio´n de la interaccio´n
de ligantes con algu´n tipo de mole´cula relacionada con alguna enfermedad, mucho ma´s
ra´pido y mas a menor costo que un estudio experimental. El acoplamiento molecular es
una de las herramientas de cribado virtual que permite realizar un filtro de una biblioteca
virtual de ligantes candidatos al desarrollo de un fa´rmaco, generando una ventaja en costo
y tiempo sobre el proceso experimental [28]. Para realizar acoplamiento molecular existen
varios programas, entre ellos Autodock4.2 [18], Autodockvina [18], Maestro [29] entre otros.
En esta investigacio´n se uso´ autodock4.2 ya que es una versio´n libre que usan muchos autores
en investigaciones de acoplamiento molecular [18].
2.3.6. Paquete computacional Autodock4.2
Es una herramienta computacional que permite predecir la interaccio´n de ligantes con
dianas biomacromoleculares. El programa clasifica las conformaciones que tengan un mı´ni-
mo global de energ´ıa de interaccio´n entre ligante-prote´ına con la exploracio´n de todos los
grados de libertad disponibles en el sistema. Estas conformaciones son agrupadas segu´n su
geometr´ıa. autodock4.2, se ejecuta varias veces para obtener las diferentes conformaciones
acopladas [30].
Autodock4.2, tiene los siguientes paquetes computacionales:
1. Autodocktools, que permite la preparacio´n de las coordenadas de los archivos .pdb
y .pdbqt. Adema´s incluye el me´todo de ana´lisis de resultados de la simulacio´n agru-
pando las diferentes conformaciones y permite visualizarlas [31], tambie´n permite la
visualizacio´n de las interacciones ligante-receptor, y la visualizacio´n de los potenciales
de afinidad de cada a´tomo [30].
2. Autogrid, que calcula los potenciales de afinidad para cada a´tomo de la mole´cula.
3. Autodock, que realiza el acoplamiento usando varios me´todos de bu´squeda, (algorit-
mo gene´tico lamarckiano, para´metros de bu´squeda local y simulado con para´metros
reconocidos).
Los valores nume´ricos de energ´ıa y constante de inhibicio´n (Ki) obtenidos con el uso del
programa Autodock4.2 no son comparables con los valores experimentales ya que son pro-
ducto de la medida de las energ´ıas intramoleculares en una situacio´n hipote´tica. No obstante,
al obtener diferentes valores energe´ticos de las posibles geometr´ıas para una misma mole´cula,
se calcula una estabilidad relativa de las mismas, considera´ndose as´ı una magnitud apropiada
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para realizar comparaciones experimentales, como son, las poblaciones conformacionales y
las interacciones ligante-receptor [32].
Aunque Autodock4.2 es un programa confiable. Todos los me´todos disen˜ados para rea-
lizar acoplamiento molecular deben ser validados, de esta forma se garantiza la confiabilidad
de los resultados obtenidos.
2.3.7. Redocking (Estudios para validacio´n)
Los estudios de acoplamiento molecular realizados en Autodock4.2 se validan mediante
la te´cnica de redocking [30]. En el redocking se toma un sistema experimental reportado
en fuentes confiables (se recomienda el uso del Brookhaven Protein Data Bank). Una vez se
escoge el sistema que contenga una complejidad geome´trica similar, con un nu´mero semejante
de a´tomos, de enlaces rotativos, se aplica el me´todo que se va a validar. Se deduce que el
me´todo quedara´ validado si reproduce las interacciones del sistema inicial [30].
3. Objetivos
3.1. Objetivo general
Realizar el acoplamiento molecular del dominio BIR3 de la prote´ına XIAP con 15 li-
gantes con estructura nu´cleo de alquilfenol.
3.2. Objetivos espec´ıficos
Estudiar las interacciones del complejo obtenido en el modelamiento molecular entre
los ligantes objeto de estudio con los complejos AVPI-XIAP-BIR3 y embelina-XIAP-
BIR3.
Analizar la energ´ıa libre obtenida en el modelamiento molecular del complejo ligante-
receptor de cada uno de los ligantes, compara´ndolo con el resultado obtenido compu-
tacionalmente del complejo embelina-XIAP-BIR3.
Proponer que´ ligantes en este estudio son mejores inhibidores de XIAP-BIR3.
4. Metodolog´ıa
Para desarrollar la presente investigacio´n se utilizaron los programas computacionales
marvinsketch [16], maestro free(2016-2017) [29], autodock4.2 y Pymol [33] en el sistema
operativo Linux Mint Sonya 18.2 [34].
4.1. Estados de protonacio´n.
Se uso´ el paquete marvinsketch para revisar los estados de protonacio´n de las especies
ma´s abundantes de cada ligante a pH 7. Para ello, se dibujaron las estructuras neutras de
cada ligante en el paquete marvinsketch, luego se calculo´ el estado de protonacio´n mediante
el pKa en el cual se utilizaron los para´metros descritos en la tabla 4-1.
Tabla 4-1.: Para´metros para el ca´lculo de los estados de protonacio´n de los ligantes.
Procedimiento Programa Para´metros
Estados de protonacio´n marvinsketch pKa A´cido = −2
pKa Ba´sico = 16
Temperatura = 289 K
pH = 7
Modo = Macro
Evaluacio´n = Multipro´tica
Considerar: Tautomer´ıa / resonancia
El para´metro del modo macro permitio´ ver todos los posibles estados de protonacio´n. De
esta manera se obtuvieron las diferentes micro-especies de cada uno de los ligantes evaluados
en este documento. Debido a que algunos ligantes tienen ma´s de un a´tomo ionizable, se
efectuo´ una evaluacio´n multipro´tica . Conjuntamente se aplico´ el ca´lculo esta´tico que realizo´
la valoracio´n partiendo de la mole´cula neutra.
Los estados de protonacio´n se calcularon considerando la forma tautome´rica y de este
modo se obtuvieron los estados de protonacio´n del tauto´mero principal en los casos en
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que aplicaba. A partir de estos datos se escogieron las estructuras con poblaciones ma´s
representativas a pH 7.
4.2. Construccio´n y optimizacio´n de la geometr´ıa de los
ligantes C1 a C15.
Conociendo la especie con mayor poblacio´n en pH 7 de cada ligante, se construyo´
la estructura tridimensional en el programa maestro free (2016-2017), se optimizo´ la
geometr´ıa para cada ligante a nivel de meca´nica molecular, aplicando el campo de fuerza UFF
con el asistente de construccio´n de modelos y refinamiento de energ´ıa AMBER 9.4 incluido
en el programa maestro free (2016-2017). Las geometr´ıas de los ligantes debidamente
optimizadas se guardaron como archivos .pdb con el fin de suministrar las coordenadas,
tipos de a´tomos y tipos de enlace de la estructura de cada ligante al programa Autodock4.2
para el acoplamiento molecular.
Tabla 4-2.: Para´metros para la construccio´n y optimizacio´n de la geometr´ıa de los ligantes
C1 a C15.
Procedimiento Programa Para´metros
Construccio´n maestro free (2016-2017) Estados de protonacio´n a pH 7
Optimizacio´n maestro free (2016-2017) Campo de fuerza: UFF
4.3. Acondicionamiento del dominio BIR3 de la prote´ına
XIAP.
Para realizar el acondicionamiento del dominio BIR3 de la prote´ına XIAP, se descargo´
el archivo .pdb 1G73 de la estructura cristalina de XIAP en el banco de datos de pro-
te´ınas [35]. Con ayuda del programa Pymol fue separado el dominio BIR3 (cadena C) de la
prote´ına XIAP y este archivo fue guardado como .pdb. Con el objetivo de alistar XIAP-BIR3
para el acoplamiento molecular, el archivo generado en Pymol se trabajo´ desde el programa
maestrofree2016 utilizando el asistente de construccio´n de prote´ınas, en el que se emplearon
los para´metros descritos paso a paso en la tabla 4-3.
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Tabla 4-3.: Para´metros paso a paso para el acondicionamiento del dominio BIR3 de la
prote´ına XIAP
Procedimiento Para´metros
Importar y procesar Asignar enlaces
Adicionar hidro´genos
Eliminar el agua alrededor de 5 A˚
Crear enlaces de orden cero para metales
Crear enlaces de disulfuro
Revisar y modificar En este paso se analiza la estructura del paso anterior
Eliminar el agua alrededor de 5 A˚
Generar estados de protonacio´n a pH = 7, 0± 0, 3.
Optimizar Protonacio´n por medio de pKa
pH = 7, 0± 0, 3.
En el primer paso se asignaron los enlaces e hidro´genos, se elimino´ el agua alrededor
de 5 A˚, se selecciono´ el para´metro de crear enlaces de orden cero para los metales, con el fin
de minimizar las fuerzas que puedan ejercer este tipo de a´tomos. Se crearon los enlaces de
disulfuro, para que en la revisio´n y modificacio´n de la estructura fueran visibles en caso de
que la estructura de la prote´ına contuviera ese tipo a´tomos.
Con los cambios generados en el anterior proceso, se obtuvo una descripcio´n de la
estructura y con esa informacio´n se efectuo´ una modificacio´n eliminando una vez ma´s el
agua alrededor de 5 A˚ y generando los estados de protonacio´n a pH 7, 0 ± 0, 3. Por u´ltimo
se llevo´ a cabo una seleccio´n del estado de protonacio´n por una evaluacio´n de pKa a pH
7, 0± 0, 3.
4.4. Acoplamiento molecular
Para realizar el acoplamiento se revisaron una por una las estructuras (cargas, enlaces
dobles, nu´mero de a´tomos, y tipos de a´tomos) para verificar que las estructuras no sufrieran
ningu´n cambio al ser exportadas a Autodock4.2.
El acoplamiento molecular se realizo´ siguiendo los para´metros de la tabla 4-4 detectando
los enlaces rotables para cada ligante. Por otra parte, el taman˜o de la caja de interaccio´n
(figura 4-1) se determino´ midiendo la distancia entre los a´tomos ma´s alejados entre s´ı para
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Tabla 4-4.: Para´metros para el acoplamiento molecular
Procedimiento Programa Para´metros
Ligante Autodock 4.2 Importar el .pdb
Autodocktools Detectar rotacio´n de enlaces
Guardar .pdbqt
Prote´ına Autodock 4.2 Importar el .pdb
Autodocktools sistema r´ıgido
Guardar .pdbqt
Caja de interaccio´n Autodock 4.2 Importar los archivos .pdbqt de la prote´ına y el ligante
Autogrid Establecer el tipo de mapas para la prote´ına y el ligante
Nu´mero de puntos x,y,z = 80× 80× 80
Espacio = 0,375 A˚
Centro de caja x,y,z = 17,977 / 14,578 / −0,136
Taman˜o = 31 A˚ ×31 A˚ ×31 A˚
Guardar como .gpf
Correr el ca´lculo para crear los mapas de interaccio´n
Acoplamiento Autodock 4.2 Macromole´cula r´ıgida
Autodock Ligante flexible
Para´metros de bu´squeda = algoritmo gene´tico
Algoritmo gene´tico Autodock 4.2 Nu´mero de corridas = 50
Autodock Taman˜o de la poblacio´n = 150
Ma´ximo de energ´ıa = 5,0 ×106
Ma´ximo de generaciones simuladas =2,7 ×104
Nu´mero de los mejores individuos que esta´n garantizados para
sobrevivir en la pro´xima generacio´n = 1
Tasa de mutacio´n gene´tica = 0,02
Tasa de cruce = 0,8
Media de Cauchy = 0,0
Varianza de Cauchy = 1
Considerara´n las u´ltimas 10 generaciones al momento de deci-
dir co´mo clasificar a los complejos ligante-receptor en la pobla-
cio´n actual
Guardar .dpf
Correr el ca´lculo para el acoplamiento molecular
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cada estructura molecular. A la distancia ma´s larga se le sumaron 4 A˚ a cada lado para
considerar las interacciones a 4 A˚. La caja se centro´ en el ox´ıgeno de Leu307 [7]. Se corrio´
el ca´lculo para crear los mapas de interaccio´n de los diferentes tipos de a´tomos presentes en
los ligantes y en la macromole´cula necesarios para el acoplamiento molecular.
Figura 4-1.: Representacio´n del taman˜o (31 A˚ ×31 A˚ × 31 A˚) de la caja de interaccio´n entre
ligante y receptor con centro en Leu307.
Con el propo´sito de hacer los ana´lisis se usaron los para´metros establecidos en la tabla 4-
4 se agruparon las distintas conformaciones acopladas: La energ´ıa mı´nima localizada en las
evaluaciones independientes fueron agrupadas con una desviacio´n cuadra´tica media de 2,0 A˚
para las diferentes conformaciones encontradas.
Por medio de la informacio´n obtenida en cada grupo se realizo´ un pre-ana´lisis de los ar-
chivos de salida generados en Autodock4.2, teniendo en cuenta una diferencia de energ´ıa libre
de Gibbs de −1,4 kcal/mol, ya que cuando la energ´ıa libre tiene un valor de −1,4 kcal/mol,
el valor para Ki es de 10, de este modo las conformaciones que se tuvieron en consideracio´n
en este estudio corresponden al cambio de un orden de magnitud para los valores de Ki.
De los grupos seleccionados se extrajeron las coordenadas de cada confo´rmero del ligante
de menor energ´ıa libre de enlace en el complejo ligante-receptor. Fue necesario revisar todos
los confo´rmeros de un mismo grupo para ver si se presentaban diferentes formas de anclaje
del ligante, con el fin de evaluar todas las posibles geometr´ıas. Si por el contrario todas las
conformaciones pertenecientes al mismo grupo presentaban el mismo anclaje, se escog´ıa la
estructura de ma´s baja energ´ıa de enlace.
Una vez seleccionados los confo´rmeros de cada ligante, se extrajeron las estructuras como
archivo .pbd, y fueron importados al programa maestro free para analizar las interacciones
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ligante-receptor.
4.5. Redocking molecular
Todo el procedimiento fue validado replicando el modo de unio´n del tetrapeptido AVPI
de Smac/DIABLO con XIAP-BIR3 [36] y el ligante no peptidico embelina [37], siguiendo la
metodolog´ıa planteada para esta investigacio´n.
5. Resultados y discusio´n
Con el fin de estudiar el acoplamiento molecular entre los ligantes de nu´cleo estructural
alqu´ılfenol con el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP para conocer el complejo ma´s estable,
y de esa manera poder predecir que´ complejos son mejores candidatos para una siguiente
etapa de evaluacio´n. El tratamiento de los datos se realizo´ segu´n la figura 5-1. El ca´lcu-
lo se desarrollo´ mediante meca´nica molecular siguiendo la metodolog´ıa ¬ detallada en el
cap´ıtulo 4. Para la validacio´n ­ se utilizo´ la te´cnica de redocking con el objetivo de repro-
ducir los estudios previos con embelina y AVPI. Se efectuo´ una evaluacio´n de los estados
de protonacio´n ® de los ligantes planteados en este estudio. Se hizo una comparacio´n entre
las interacciones obtenidas por medio del modelamiento molecular ¯ de XIAP-BIR3 y los
ligantes objeto de estudio. Con las interacciones obtenidas de los complejos embelina-XIAP-
BIR3 y AVPI-XIAP-BIR3 ° se compararon los valores de energ´ıa libre de enlace y Ki de
los complejos obtenidos con la energ´ıa libre de enlace y la Ki de embelina ± [37].
Figura 5-1.: Flujograma del tratamiento de datos.
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En la seccio´n 5.1 se muestran los resultados de las evaluaciones de los estados de pro-
tonacio´n a pH 7 de los ligantes estudiados en el presente documento. En la segunda parte
se exponen los resultados obtenidos de la validacio´n del me´todo mediante un estudio de
redocking para AVPI y embelina; en esta seccio´n se presentan las posibles interacciones
ligante-receptor. En la tercera parte de este cap´ıtulo se presentan los datos obtenidos en el
modelamiento molecular de los 15 ligantes evaluados en Autodock4.2 efectuando un ana´lisis
de la energ´ıa.
5.1. Estados de protonacio´n
Siguiendo el me´todo descrito en la seccio´n 4.1 se obtuvieron los resultados para los
estados de protonacio´n de los diferentes ligantes. En la figura 5-2 se muestran los porcentajes
obtenidos de las poblaciones protonadas y desprotonadas de cada ligante de estudio a pH 7,
donde se observa un porcentaje del 92 % en una de las formas desprotonadas para AVPI. Se
encontro´ una poblacio´n entre 47,42 y 50,81 % para dos de las posibles estructuras protonadas
de embelina a pH fisiolo´gico. Por esta razo´n ambas estructuras fueron consideradas para
realizar los ca´lculos posteriores. As´ı mismo se obtuvo un porcentaje mayor a 90 % para las
estructuras no protonadas de los ligantes C1, C2, C3, C4, C6, C7, C8, C14 y C15. Los
ligantes a´cidos C5, C9, C10, C11, C12 y C13 a pH 7 se encuentran con un porcentaje
mayor a 90 % en una de sus formas despotronadas.
Figura 5-2.: Poblacio´n de los estados de protonacio´n. En morado se representan los ligan-
tes extra´ıdos de Piper gibbilimbum, y en azul simboliza los de Anarcadium
occidentale. El amarillo representa el pe´ptido AVPI y el verde embelina. Las
tonalidades oscuras se representan estructuras no protonadas y las claras las
estructuras protonadas.
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En todos los casos, para llevar a cabo el ca´lculo para el acoplamiento molecular de los
15 ligantes planteados en este estudio, se seleccionaron las estructuras con una poblacio´n
mayor al 90 %.
5.2. Validacio´n del me´todo
Utilizando el programa Autodock4.2 y siguiendo la metodolog´ıa planteada en el cap´ıtu-
lo 4, para validar el me´todo se realizo´ redocking molecular al tetrape´ptido AVPI, ya que es
este el que induce la activacio´n de la apoptosis celular [36], adema´s se hizo redocking mole-
cular con el ligante no-pept´ıdico embelina.
En la figura 5-3 se observan las interacciones del complejo AVPI-BIR3 replicando los
puentes hidro´geno entre los grupos amino y carbonilo de Val2 con Thr308. El grupo amino
de Ile4 con Gly306, siendo Gly306 un residuo aminoa´cido del dominio BIR3 muy impor-
tante por la ausencia de la cadena lateral en esta posicio´n. Los dos puentes de hidro´geno
restantes se dan entre el amino terminal de Ala1 con Glu314 y Gln319. A su vez la ca-
dena lateral del residuo Ala1 presenta interacciones de cara´cter hidrofo´bico con las cadenas
laterales de los residuos Leu307, Gln319, e interacciones tipo pi - pi por causa del anillo
aroma´tico de Trp310. Tambie´n presenta contacto intermolecular (fuerzas de Van der Waals)
con Gln319, Glu314 y Asp309.
Figura 5-3.: Representacio´n en dos dimensiones de las las interacciones obtenidas en el
redockig molecular de la formacio´n del complejo entre el tetrape´ptido AVPI
de Smac/DIABLO con dominio BIR3 de XIAP. del complejo con ma´s baja
energ´ıa (−5,82 kcal/mol) del complejo ligante-receptor.
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A su vez se observan las interacciones de Van der Waals a trave´s de la cadena alifa´tica
de Val2 y por medio de la cadena lateral c´ıclica de Pro3 con el residuo Trp323; esta
interaccio´n, junto con la presentada entre Pro3 y Tyr324, son muy importantes ya que son
residuos que interactuan de forma determinante con caspasa 9 [37]. Finalmente, se observan
las interacciones electrosta´ticas de Ile4 con Leu 292, Gly306, Lys297 y Lys299. Las
interacciones descritas anteriormente coinciden con las interacciones de AVPI que han sido
reportadas en la literatura [36].
Al realizar el redocking molecular con las dos formas protonadas de embelina, se evi-
dencio´ que embelina se dirige hacia el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP mostrando sus
interacciones electrosta´ticas de cara´cter hidrofo´bico entre la cadena alifa´tica de la embelina
con Trp323 y Tyr324 de BIR3 (ver figura 5-4). Ya que Trp323 y Tyr324 son consi-
derados como los aminoa´cidos ma´s importantes en la unio´n de interaccio´n de BIR3 con
Smac/DIABLO y caspasa 9, replicando la unio´n en el a´rea del dominio BIR3 en el cual se
une Smac/DIABLO y caspasa 9 [37], [36]. Ambos estados de protonacio´n de embelina pre-
sentan interacciones intermoleculares con Gly306, Thr308, Asp309, Lys311, Glu314 y
Gln319, as´ı como las interacciones hidrofo´bicas con Leu 307 y Trp310. Se encontro´ que la
estructura de la figura 5-4(b) forma un enlace salino con Lys311 haciendo de este complejo
el ma´s estable con una energ´ıa de −5,82 kcal/mol.
(a) Estructura protonada con una pobla-
cio´n a pH 7 de 50,81 %. Energ´ıa libre de
enlace de −5,11 kcal/mol.
(b) Estructura protonada con una poblacio´n
a pH 7 de 47,42 %. Energ´ıa libre de enlace de
−5,77 kcal/mol.
Figura 5-4.: Representacio´n de las conformaciones de ma´s baja energ´ıa en la formacio´n del
complejo del ligante no-pe´ptido embelina con el dominio BIR3 de XIAP.
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5.3. Modelado del acoplamiento molecular de la prote´ına
XIAP-BIR3 con los 15 ligantes objeto de estudio
El objetivo de este trabajo ha sido realizar el modelamiento molecular para ver las
posibles interacciones de los ligantes C1 a C15 con el dominio BIR3 de la prote´ına XIAP,
para su posterior estudio con la implicacio´n funcional en la v´ıa de muerte celular programada
(apoptosis). Con el conocimiento de estas interacciones se tiene un campo importante para
fortalecer la accio´n de algunos de estos ligantes que beneficien la apoptosis celular. Para
ello este acoplamiento molecular se efectu´o con el me´todo descrito en el cap´ıtulo 4 como se
mostro´ en la seccio´n 5.2.
Al realizar el modelamiento molecular siguiendo el procedimiento de la seccio´n 4.4 se
organizaron entre uno y dos grupos segu´n la conformacio´n y energ´ıa libre de enlace. En la
f´ıgura 5-5 se muestra la diferencia de anclaje de cada confo´rmero estudiado para el ligante
C1, en el anexo A se encuentran las figuras en dos dimensiones para todos los ligantes
estudiados.
(a) Estructura del confo´rmero 1. El anillo
feno´lico forma puente de hiodro´geno con
Glu314
(b) Estructura del confo´rmero 2. El ani-
llo feno´lico forma puente de hidro´geno con
Gly306
Figura 5-5.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C1 con XIAP-BIR3.
En la figura 5-6 se observa que todos los complejos obtenidos de los ligantes evaluados
presentan entre el 90 % y el 100 % de las interacciones en relacio´n al complejo embelina-
BIR3. Por otra parte, se aprecia un porcentaje menor de interaccio´n asociado al complejo
AVPI-BIR3 por el efecto de la longitud de la cadena lateral de cada ligante. En morado se
indican las interacciones de los complejos formados por los ligantes extra´ıdos de la planta
Piper gibbilimbum (C1 a C4) con XIAP-BIR3. En color azul se representan las interacciones
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de los complejos formados con los ligantes extra´ıdos de la planta Anarcadium occidentale (C5
a C15) y XIAP-BIR3. Los nu´meros 1 y 2 hacen referencia a los confo´rmeros de cada ligante.
En los matices claros se comparan las interacciones obtenidas de los ligantes con AVPI y en
las tonalidades oscuras se efectu´a la comparacio´n con embelina.
Figura 5-6.: Comparacio´n de las interacciones obtenidas en el redockig molecular de AVPI
y embelina con XIAP-BIR3 y los conformeros obtenidos de los ligantes eva-
luados en este con XIAP-BIR3. El ca´lculo del porcentaje se realizo´ contando
cada unas de las interacciones obtenidas de todos los conformeros y fueron
comparadas con embelina-BIR3 y AVPI-BIR3. Para mayor entendimiento ver
el texto donde se explica el gra´fico
En la tabla 5-1 se aprecian los puentes de hidro´geno, las interacciones tipo pi - pi y las
interacciones faltantes en comparacio´n con embelina y AVPI. De los complejos creados con
los ligantes extra´ıdos de la planta Piper gibbilimbum (C1 a C4). Se observa el efecto que
tiene el anillo feno´lico de todas las estructuras cuando presenta interacciones con Gly306,
formando puentes de hidro´geno con el grupo OH– del ligante, e interacciones tipo pi - pi con el
anillo feno´lico de Trp323. Los complejos presentan interacciones similares al complejo entre
embelina y XIAP-BIR3, destaca´ndose las estructuras C3 y C4 ya que estas conformaciones
tienen interacciones hidrofo´bicas con Trp323 y Tyr324 por el cara´cter apolar de estos
residuos. Acerca de los ligantes extraidos de la planta Anarcadium occidentale (C5 a C15) se
observa que presentan interacciones similares a las mostradas con la embelina, con excepcio´n
de los confo´rmeros C6.2, C9, C10.2 Y C15 que carecen de la interaccio´n de van der Waals
con Lys311, tambie´n se observa que C11 no tiene interaccio´n con Trp323. Por u´ltimo
C14.1 no presenta interaccio´n con Tyr324. En este grupo de ligantes cabe destacar el
comportamiento del complejo formado por C5 ya que presenta el 100 % de las interacciones
en relacio´n con las interacciones de los complejos de embelina y AVPI con BIR3.
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Tabla 5-1.: Ana´lisis de las interacciones ligante-receptor
Ligantes y Interacciones Puentes de Interacciones Interacciones
confo´rmeros pi − pi hidro´geno faltantes con faltantes con
embelina AVPIP
AVPI Trp310
Gly306
Glu314
Gln319
Thr308
Embelina 1
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
Embelina 2
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C1.1 Glu314 Tyr324 Lys299 Tyr324
C1.2 Trp323 Gly306
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C2.1 Glu314
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C2.2 Trp323 Gly306
Glu314
Tyr324
Glu314 Tyr324
C3.1 Trp310 Glu314
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C3.2 Tyr324 Gly306
Leu292 Lys297
Val298Lys299
C4.1 Trp310
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
(Continu´a en la pa´gina siguiente)
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Tabla 5-1.: Ana´lisis de interacciones ligante-receptor
Ligantes y Interacciones Puentes de Interacciones Interacciones
confo´rmeros pi − pi hidro´geno faltantes con faltantes con
embelina AVPIP
C4.2 Trp323 Gly306
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C5.1 Trp310
C5.2 Tyr324
C6.1
Glu314
Gln319
Leu292 Lys297
Val298 Lys311
C6.2 Leu 307 Lys311 Lys299
C7.1 Trp310 Glu314
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C7.2
Trp323
Tyr324
Trp323
Leu292 Lys297
Val298
C8.1
Gln319
Asp309
Leu292 Lys297
Val298Lys299
C8.2
Gly306
Tyr324
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C9.1 Tyr324
Lys299
Arg258
Lys311 Leu292 Lys311
C10.1 Leu292 Leu292
C10.2 Lys311 Lys297
C11.1 Tyr324 Leu292 Tyr324
C12.1 Thr308 Lys299
(Continu´a en la pa´gina siguiente)
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Tabla 5-1.: Ana´lisis de interacciones ligante-receptor
Ligantes y Interacciones Puentes de Interacciones Interacciones
confo´rmeros pi − pi hidro´geno faltantes con faltantes con
embelina AVPIP
C12.2 Lys299
C13.1 Tyr324 Gly304
Lys297 Val298
Leu292
C13.2 Trp310
Leu292 Lys297
Val298 Lys299
C14.1 Trp323 Lys299 Leu292
C14.2
C15.1 Trp323 Tyr324 Lys311
Lys297 Val298
Lys311
5.3.1. Energ´ıa libre de enlace y constante de inhibicio´n
En la gra´fica de la figura 5-7 se observa que la diferencia de la energ´ıa libre de unio´n de
los complejos con los ligantes de C1 a C4 no difiere en ma´s de 1 kcal/mol al compararla con
la energ´ıa libre de unio´n de embelina-BIR3. En morado se encuentran las energ´ıas obtenidas
de los complejos de los ligates extra´ıdos de la planta Piper gibbilimbum (C1 a C4) con XIAP-
BIR3. En color azul se representan la energ´ıas para los complejos formados entre los ligantes
extra´ıdos de la planta Anarcadium occidentale (C5 a C15) y XIAP-BIR3. Los nu´meros 1 y
2 hacen referencia a los confo´rmeros de cada ligante.
En los valores de energ´ıa libre de enlace obtenida para los ligantes C5 a C15, se observa
una tendencia en donde la energ´ıa ma´s baja se da cuando la parte feno´lica de la estructura
interactu´a con Trp310 mediante una interaccio´n pi - pi, y la cadena alifa´tica de la estructura
tiene interacciones apolares con Trp323 y Try324. En este grupo de ligantes si existe una
diferencia de energ´ıa considerable mayor o igual a 1 kcal/mol en comparacio´n con la embelina;
espec´ıficamente en los compuestos C5, C6, C7, C10 y C14.
Al relacionar las constantes de inhibicio´n con la energ´ıa libre de enlace obtenidas compu-
tacionalmente con los resultados del ca´lculo para el complejo embelina-BIR3, se predice el
orden de estabilidad para los complejos como se observa en tabla 5-2, en la cual se establecio´
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Figura 5-7.: Comparacio´n entre la energ´ıa libre de enlace obtenida en el redockig molecular
de embelina (estructura 2) y los ligantes evaluados en este documento.
que el complejo formado con el co´nformero C9 es el ma´s estable. Se propone que se estudien,
mediante dina´mica molecular, todos los ligantes evaluados para determinar si se mantiene
la tendencia de los complejos formados a trave´s del tiempo de interaccio´n con BIR3. Con
los resultados que se obtendr´ıan, ser´ıa posible determinar los ligantes ma´s probables como
candidatos para una pro´xima etapa de investigacio´n en el desarrollo de un fa´rmaco para
constrarrestar el ca´ncer.
Tabla 5-2.: En la tabla se encuentran los complejos de mayor a menor estabilidad. Los
valores de energ´ıa libre de enlace y los valores de la constante de inhibicio´n
pertenecen al complejo ligante-prote´ına. En todos los casos la prote´ına es XIAP-
BIR3.
Ligantes y
Confo´rme-
ros
Nu´mero de
confo´rmeros
por grupo
Energ´ıa libre
de enlace
(kcal/mol)
Constante
de inhibicio´n
Ki (µM)
AVPI 8 −5,82 196,17
Embelina.1 10 −5,11 214
Embelina.2 13 −5,77 59,25
C9.1 4 −5,85 51,60
C1.1 16 −5,56 84,00
C2.1 7 −5,47 98,28
C3.1 11 −5,41 107,95
C5.1 14 −5,40 111,00
C15.1 4 −5,37 116,24
C8.1 7 −5,28 135,29
C8.2 15 −5,25 141,66
(Continu´a en la pa´gina siguiente)
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Tabla 5-2.: Continuacio´n de la tabla
Ligantes y
Confo´rme-
ros
Nu´mero de
confo´rmeros
por grupo
Energ´ıa libre
de enlace
(kcal/mol)
Constante
de inhibicio´n
Ki (µM)
C6.1 6 −5,24 144,76
C12.1 7 −5,24 143,54
C4.1 9 −5,23 146,26
C13.1 16 −5,22 148,47
C2.2 13 −5,19 156,10
C10.1 7 −5,14 171,16
C4.2 21 −5,06 195,90
C1.2 6 −5,00 214,67
C3.2 15 −4,97 226,32
C12.2 6 −4,92 246,83
C11.1 11 −4,88 266,18
C13.2 4 −4,81 296,73
C5.2 20 −4,65 392,38
C7.1 10 −4,51 496,14
C7.2 5 −4,41 585,37
C14.1 3 −4,38 619,43
C10.2 3 −4,26 755,09
C6.2 4 −4,17 881,00
C14.2 2 −3,90 1038
6. Conclusiones y recomendaciones
En este cap´ıtulo se describen las conclusiones y se brindaran algunas recomendaciones
para posibles estudios posteriores.
6.1. Conclusiones
Al verificar las interacciones de los complejos formados con los ligantes estudiados se
encontro´ que los complejos de todos los confo´rmeros de C3, C4, C5, C7, C8, C12 y C13
presentan el 100 % de las interacciones en comparacio´n al complejo embelina-BIR3. Los
dema´s complejos formados presentan entre el 80 % y 90 % de interacciones en relacio´n al
complejo embelina-BIR3.
Todos los confo´rmeros de los ligantes presentan un porcentaje mayor a 71 % de inter-
acciones en relacio´n a AVPI. Se evidencio´ que C1 a C15 se unen a la regio´n del dominio
BIR3 de la misma manera en que se unen embelina y AVPI. Se encontraron 2 confo´rmeros
con diferente forma de anclaje al dominio BIR3 con similar energ´ıa libre de enlace para los
diferentes ligantes estudiados, con excepcio´n de C9, C11 y C15 que presentaro´n un solo
confo´rmero.
Se predijo que los complejos formados de los ligantes extra´ıdos de Anarcadium occi-
dentale son menos estables que los complejos formados de los ligantes extra´ıdos de Pipper
gimbilibum debido a la diferencia de energ´ıa en respecto a embelina-XIAP-BIR3. Se observo´
que los complejos formados con los ligantes de Pipper gimbilibum son ma´s estables cuando
se presentan puentes de hidro´geno entre el ligante y el dominio BIR3 de la prote´ına. Esta
prediccio´n se realizo´ mediante la evaluacio´n de los diferentes confo´rmeros. Se organizaron los
complejos de mayor a menor actividad.
6.2. Recomendaciones
Se propone realizar un acoplamiento molecular con los ligantes con la prote´ına completa
de XIAP, para descartar la selectividad de los confo´rmeros hacia los dominios BIR1 y BIR2
de XIAP.
Se sugiere realizar un estudio de dina´mica molecular con los ligantes utilizados en este
estudio, para tener informacio´n cine´tica de cada uno de los complejos obtenidos en este
estudio.
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Por otra parte se sugiere que en el curso de qu´ımica computacional se haga una intro-
duccio´n a la meca´nica molecular, por la complejidad que requiere para realizar este tipo de
investigaciones de modelamiento molecular.
A. Anexo
A.1. Interacciones de los complejos ligate-receptor
Se muestran los diferentes complejos obtenidos mediante acoplamiento molecular, con
los respectivos confo´rmeros para cada ligante evaluado, pertenecientes a las energ´ıas libres
de enlace ma´s bajas.
Las figuras A-1, A-2, A-3 y A-4 pertenecen a los complejos formados con los ligantes
ligantes naturales extra´ıdos de la planta Piper gibbilimbum. As´ı como se observa de la figu-
ra A-5 a la A-15 los complejos formados con los ligantes naturales extra´ıdos de la planta
Anarcadium occidentale.
(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-1.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C1 con XIAP-BIR3.
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(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-2.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C2 con XIAP-BIR3.
(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-3.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C3 con XIAP-BIR3.
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(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-4.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C4 con XIAP-BIR3.
(a) Estructura del confo´rmero 1
(b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-5.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C5 con XIAP-BIR3.
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(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-6.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C6 con XIAP-BIR3.
(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-7.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C7 con XIAP-BIR3.
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(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-8.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C8 con XIAP-BIR3.
(a) Estructura del confo´rmero 1
Figura A-9.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obtenidos
del modelamiento molecular del ligante C9 con XIAP-BIR3.
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(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-10.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obteni-
dos del modelamiento molecular del ligante C10 con XIAP-BIR3.
(a) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-11.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obteni-
dos del modelamiento molecular del ligante C11 con XIAP-BIR3.
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(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 3
Figura A-12.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obteni-
dos del modelamiento molecular del ligante C12 con XIAP-BIR3.
(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-13.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obteni-
dos del modelamiento molecular del ligante C13 con XIAP-BIR3.
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(a) Estructura del confo´rmero 1 (b) Estructura del confo´rmero 2
Figura A-14.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obteni-
dos del modelamiento molecular del ligante C14 con XIAP-BIR3.
(a) Estructura del confo´rmero 1
Figura A-15.: Representacio´n de las interacciones y geometr´ıas de los confo´rmeros obteni-
dos del modelamiento molecular del liganteC15 con XIAP-BIR3.
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